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1 UVOD 
 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Glioblastom multiforme (GB) je najbolj pogosta in najbolj maligna oblika možganskega 
raka pri ljudeh. Zaradi svojih lastnosti proliferacije in invazije v okoliško tkivo, je kirurška 
odstranitev tumorja in nadaljnjo zdravljenje s standardno terapijo bolj ali manj neuspešno, 
saj je ponovitev tumorja zelo pogosta (Waqas in sod., 2018). Posledica tega je kratka doba 
preživetja bolnikov, ki v povprečju znaša le okoli 15 mesecev po postavljeni diagnozi. V 
maligne procese GB so vpletene številne signalne poti, na katere vplivajo tudi 
kemotaktični citokini, oz. kemokini. Kemokin CCL5 in njegov receptor CCR5 sodelujeta v 
medcelični komunikaciji in kemotaksi med celicami GB in stromalnimi celicami. Njuno 
povišano izražanje je povezano s slabšo prognozo (Laudati in sod., 2017). Maraviroc 
(MVR), ki se uporablja kot zdravilo proti HIV-1, je antagonist receptorja CCR5 in tako 
blokira signalizacijo CCL5/CCR5, kar opredeljuje MVR kot potencialno zdravilo za 
zdravljenje GB (Oppermann, 2004). 
 
1.2 NAMEN RAZISKOVANJA 
 
Namen magistrskega dela je bil preučiti in določiti prisotnost ter funkcionalnost kemokina 
CCL5 in njegovega receptorja CCR5 v tumorskih tkivih GB in celicah GB in vitro. Prvi 
cilj je bil obdelava tumorskih tkiv GB in vzpostavitev primarnih celičnih linij GB, iz 
katerih smo nato izolirali mRNA in določili izražanje genov ter proteinov CCL5 in CCR5. 
Želeli smo tudi preveriti, ali se izražanje CCL5 in CCR5 razlikuje med različnimi 
stopnjami gliomov. Zadnji cilj pa je bil raziskati vpliv medsebojnega izražanja kemokina 
CCL5 in receptorja CCR5 v celicah GB z uporabo CCR5 antagonista. 
 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
 
H1: Glede na do sedaj znane rezultate, predpostavljamo, da se bodo nivoji izražanja CCL5 
in CCR5 v različnih stopnjah glioma med seboj razlikovali. 
 
H2: Dodatek antagonista receptorja CCR5 bo zmanjšal preživetje in invazijo primarnih 
celic GB. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 GLIOBLASTOM MULTIFORME 
 
Glioblastom multiforme (GB) je najbolj agresivna oblika možganskega raka pri odraslih 
osebah. Zdravljenje vključuje kirurško odstranitev tumorja, ki ji sledi kemoterapija s 
temozolomidom (TMZ) in obsevanje. Kljub temu, je ponovitev GB zelo pogosta. 
Novonastali tumor je zelo odporen na nadaljnja obsevanja in kemoterapijo, zato je 
povprečna doba preživetja bolnikov okoli 15 mesecev po diagnozi. Svetovna zdravstvena 
organizacija (ang. World Health Organization, WHO) opredeljuje GB kot gliom IV. 
stopnje (Ho in Shim, 2017). Nekaj glavnih značilnosti gliomov različnih stopenj je zbranih 
v Preglednici 1 (Mayfield Brain & Spine, 2019). 
 
Preglednica 1: WHO razvrstitev gliomov, značilnosti in zdravljenje (Mayfield Brain & Spine, 2019). 
Stopnja 
glioma 
Ime glioma Tipične značilnosti Zdravljenje 
Stopnja I Pilocitni astrocitom - V malih možganih 
- Pojavnost predvsem pri 
otrocih 
- Počasi rastoči, relativno 
benigni tumorji 
- Opazovanje na mestih, ki so 
neoperativna 
- Operacija – pogosto popolnoma 
odstranjeni tumorji 
- Obsevanje neoperativnih ali 
ponovljenih tumorjev 
Stopnja II Gliom nizke stopnje: 
- difuzni astrocitom 
- oligodendrogliom  
- oligoastrocitom 
- V hemisferah velikih 
možganov 
- Pojavnost pri odraslih 
starih 20-50 let 
- Pogosto se ponovijo, 
včasih v bolj agresivni 
obliki (stopnje III ali IV) 
- Opazovanje na mestih, ki so 
neoperativna ali pa bi z 
operacijo poškodovali 
pomembna mesta 
- Operacija 
- Obsevanje nepopolnoma 
operiranih ali neoperiranih 
tumorjev 
- Kemoterapija le izjemoma – pri 
ponovljenih tumorjih 
Stopnja III Maligni gliom: 
- anaplastični 
astrocitom 
- anaplastični 
oligodendrogliom 
- anaplastični 
oligoastrocitom 
- Rakave celice invadirajo 
v bližnje možgansko 
tkivo 
- Tumorji so hitro rastoči 
in bolj agresivni 
- Pogosto se ponovijo na 
enakem mestu 
- Opazovanje 
- Operacija – kar se da obsežna 
kirurška odstranitev tumorja 
- Obsevanje po operaciji 
približno 6 tednov 
- Kemoterapija s temozolomidom 
(TMZ) po obsevanju 6-12 
mesecev 
 
se nadaljuje  
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Nadaljevanje preglednice 1: WHO razvrstitev gliomov, značilnosti in zdravljenje (Mayfield Brain & 
Spine, 2019). 
Stopnja IV Glioblastom 
multiforme 
- Najagresivnejši in 
najbolj pogost primarni 
možganski tumor 
- Tumor se hitro širi in 
invadira v ostale dele 
možganov 
- Pogosto se ponovi na 
enakem mestu 
- Opazovanje 
- Operacija – kar se da obsežna 
kirurška odstranitev tumorja 
- Obsevanje po operaciji 
približno 6 tednov 
- Kemoterapija s temozolomidom 
(TMZ) med in po obsevanju 6-
12 mesecev 
 
 
 
Slika 1: Ilustracija in slika magnetne resonance glioblastoma multiforme (GB) (Mayfield 
Brain&Spine, 2019). 
 
Agresivnost in odpornost proti zdravljenju GB lahko pripišemo predvsem gliomskim 
matičnim celicam (ang. glioma stem cells, GSC). To je posebna subpopulacija celic, ki 
imajo zaradi zmožnosti asimetrične delitve, visoko sposobnost samo-obnavljanja in 
diferenciacije. Poleg tega številne signalne poti regulirajo GSC, tako da, ohranjajo 
matičnost celic, celično preživetje, proliferacijo in tumorogenezo (Liebelt in sod., 2016). 
 
Ena izmed pogostih značilnosti GB je tudi močna ožiljenost in njena spremenjena 
morfologija. Za sam začetek rasti tumorja preko določenega volumna je ključna 
angiogeneza. Tj. proces, pri katerem se nove žile tvorijo na različne načine, največ iz že 
prej prisotnih žil. GSC imajo na tem mestu pomembno vlogo, saj lahko povišano izražajo 
dejavnike, kot sta vaskularni endotelijski rastni dejavnik (ang. vascular endothelial growth 
factor, VEGF) in kemokin SDF-1α (angl. stromal cell derived factor 1α), ki spodbudita 
angiogenezo.  
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Novo nastalo ožilje omogoča tumorskim celicam stalen dotok hranil in kisika (Sattiraju in 
sod., 2017). 
 
GSC pripomorejo tudi k ponovitvi GB tumorja (Qazi in sod., 2017). Tudi pri gliomih nizke 
stopnje zdravljenje ni dovolj učinkovito, saj le-to deluje kot selekcijski pritisk na sam 
razvoj tumorja, preživijo le najbolj odporne rakave celice, ki vodijo v ponovitev bolj 
agresivnega glioma, tj. GB (Johnson in sod., 2014). Na celičnem nivoju obstajata dva 
načina, kako nastane ponovljen GB. (1) Celica, ki preživi zdravljenje primarnega GB se 
lahko klonsko deli (genetski profil je enak pri primarnem in ponovljenem GB) ali pa (2) iz 
ene celice nastane subklonska populacija, kjer vsaka celica pridobi nove mutacije, 
posledično pa nastane močno heterogen in še bolj odporen ponovljen tumor GB (Kim in 
sod., 2015). Heterogenost ponovljenega GB je posledica tako genetskih mutacij, kot tudi 
epigenetskih mehanizmov, na kar pomembno vplivajo zdravila pri zdravljenju primarnega 
tumorja (Qazi in sod., 2017). 
 
 
Slika 2: (A) Ne-rakavo možgansko tkivo in (B) glioblastom multiforme (Human Protein Atlas, 2019). 
Na levi strani je histološki prikaz zdravega možganskega tkiva (A), z označenimi glia celicami in nevroni. Na 
desni strani (B) pa je histološki prikaz tkiva GB, z označenimi tumorskimi celicami. 
 
2.1.1 Heterogenost in molekulske podvrste GB 
 
Rak je bolezen, pri kateri se celice nekontrolirano delijo in rastejo ter tvorijo tumorsko 
maso, ki je maligna. Tekom hitre delitve rakavih celic, ki jo imenujemo klonalna 
ekspanzija, prihaja do mutacij, posledica česar so celice z genetsko različnim profilom. V 
GB so tudi GSC, ki se samo-obnavljajo ter diferencirajo, kar prispeva k raznolikosti 
posameznih celic znotraj enega tumorja ali znotraj-tumorski heterogenosti. Heterogenost je 
ena izmed glavnih lastnosti GB in je ključna za nadaljnjo proliferacijo rakavih celic.  
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Beseda »multiforme« v GB opredeljuje veliko raznolikost celic, ki so tako diferencirane, 
kot tudi nediferencirane matične rakave celice GSC. Zaradi prisotnosti večjih ali manjših 
vsebnosti GSC, imajo rakave celice v tumorju različno sposobnost samo-obnove in 
proliferacije. Rezultat tega je fenotipska heterogenost GB (Soeda in sod., 2015). 
 
GB lahko razdelimo na molekulske podvrste glede na genetsko specifične značilnosti, ki so 
jih določili iz analiz podatkov v raziskovalnem programu TCGA (ang. The Cancer 
Genome Atlas). Različni genetski profili vplivajo tudi na različno prognozo bolnikov z GB. 
Podvrste GB so klasični (CL-GB), nevralni (N-GB), pronevralni (PN-GB) in mezenhimski 
(MES-GB) (Verhaak in sod., 2010). Pri CL-GB je npr. pomnožen ali pa mutiran gen za 
receptor epidermalnega rastnega dejavnika (EGFR) v kar 95 % primerih. N-GB opredeljuje 
izražanje tipičnih nevronskih genov (NEF1, GABRA1, STY1 in SLC12A5) in nastajanje 
nevronskih mrež, za PN-GB pa je v 54 % primerih značilna mutacija proteina TP53 ter 
mutacija proteina in encimske aktivnosti za izocitratno dehidrogenazo 1 (IDH1). Za MES-
GB pa so značilne predvsem mutacije v NF1 proteinu, česar posledica je njegovo znižano 
izražanje in povišano izražanje proteinov vključenih v signalno pot (Coleman in sod., 
2018; Qazi in sod., 2017; Verhaak in sod., 2010). 
 
Skupno vsem podvrstam GB so spremembe v glavnih signalnih poteh, v katere sta 
vključena dva pomembna tirozin kinazna receptorja (RTK). In sicer pomnožen ali mutiran 
receptor EGFR ter receptor A trombocitnega rastnega dejavnika (PDGFRA). Značilne so 
tudi mutacije signalne poti v onkogenu AKT ter PI3K in tumor supresorskem genu PTEN. 
Tudi mutacije v tumor supresorskem genu p53, ki je vključen v signalno pot apoptoze ter 
spremembe v cikličnih kinazah, ki so vključene v kontrolo celičnega cikla, so pomembne 
za napredovanje GB (Coleman in sod., 2018). S pomočjo RNA sekvenciranja posamezne 
celice v vzorcih GB, so dokazali veliko raznolikost celic znotraj tumorja; tako lahko v 
tumorju najdemo celice, ki pripadajo različnim molekulskim podvrstam GB. To močno 
vpliva tudi na učinkovitost zdravljenja posamezne podvrste GB in sposobnost GB na 
odpornost proti zdravilom (Patel in sod., 2014). 
 
Značilna heterogenost znotraj enega tumorja GB pa ni le posledica molekulskih in 
genetsko različnih celic, temveč tudi posledica infiltracije stromalnih celic v mikrookolje 
GB tumorja. Interakcije med tumorskimi celicami in celicami v mikrookolju, ki se 
imenujejo stromalne celice, potekajo s pomočjo avtokrinih in parakrinih dejavnikov (Ho in 
Shim, 2017). 
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2.2 KEMOKINI 
 
Kemokini so proteini z nizko molekulsko maso, med 7 in 15 kDa, ki imajo predvsem vlogo 
pri kemotaksi levkocitov. Po strukturi in funkciji so kemotaktični citokini, zato imajo tudi 
citokinom podobne aktivnosti; uravnavajo angiogenezo, sodelujejo pri proliferaciji in 
apoptozi. Pri človeku poznamo več kot 50 kemokinov in 20 kemokinskih receptorjev. 
Vsem kemokinom je skupna genska struktura, sestavljena iz treh eksonov in dveh intronov. 
Tudi terciarna struktura kemokinov je enaka: N-konec, kjer je signalna domena, sledi 
osrednja domena sestavljena iz N-zanke in treh β-ravnin ter heliksni C-konec. Glede na 
število in mesto ohranjenih cisteinskih ostankov, kemokine razdelimo v štiri skupine: 
CXC, CC, C in CX3C, kjer je X ena izmed aminokislin (Mantovani in sod., 2006). Za 
CXC skupino je značilno, da sta cisteina na N-koncu ločena z eno aminokislino. CXC 
kemokini praviloma stimulirajo nevtrofilce, lahko pa tudi ostale levkocite. Druga večja 
skupina kemokinov je CC, za katero je značilno, da sta blizu N-konca dva cisteina skupaj. 
CC kemokine imenujemo tudi kemokinski ligandi in usmerjajo gibanje monocitov, 
naravnih celic ubijalk in dendritičnih celic. Skupina C kemokinov je nekoliko posebna, saj 
sta v celotnem aminokislinskem zaporedju le dva cisteina, eden na N-koncu ter drugi nižje 
v zaporedju. Zaenkrat poznamo le dva kemokina te skupine, v skupini CX3C pa le enega. 
Za slednjo sta značilna dva cisteina na N-koncu, ki sta ločena s tremi aminokislinami 
(Mandal, 2019). Kemokine lahko delimo tudi na homeostatske, katerih sinteza in izločanje 
je v določenih vrstah celic konstitutivna in vnetne kemokine, ki nastajajo kot odgovor na 
vnetje ali kot posledica drugih imunskih signalov. Sem prištevamo tudi CCL5 (Mantovani 
in sod., 2006). 
 
Kemokinski receptorji spadajo v družino z G-proteini sklopljenih receptorjev (GPCR). Ti 
receptorji so sestavljeni iz sedmih transmembranskih α heliksov, ki so povezani s tremi 
zunaj- in tremi znotrajceličnimi zankami, ter sklopljeni z G-proteini. Zunajcelični del 
receptorja je ključen za prepoznavanje kemokina, medtem ko je notranji del vpleten v 
signalizacijo in internalizacijo. Glede na skupine kemokinskih ligandov, tudi receptorje 
razdelimo na CXC, CC, C in CX3C (Mantovani in sod., 2006). 
 
Čeprav so glavne tarče kemokinov levkociti, kemokinske receptorje izražajo še mnoge 
druge vrste celic (npr. epitelijske, gladko mišične celice, stromalne in endotelijske celice), 
s čimer uravnavajo razvoj in homeostazo tkiva, hkrati pa vplivajo tudi na patogenezo. V 
centralnem živčnem sistemu nevroni in celice mikrogije močno izražajo kemokine in 
njihove receptorje. Sodelujejo pri migraciji celic, regulirajo preživetje nevronov, 
sproščanje živčnih prenašalcev ter sodelujejo pri komunikaciji med celicami (Sciumè in 
sod., 2010). 
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2.2.1 Kemokini pri raku 
 
Pri raku so kemokini ključne signalne molekule, ki privabljajo stromalne celice, kot so 
makrofagi in endotelijske celice, v rastočo maso tumorja. Z vezavo na kemokinske 
receptorje vplivajo na MAPK/ERK in apoptozno signalno pot, ki sta vključeni v 
proliferacijo in preživetje tumorskih celic (Chow in Luster, 2014). 
 
Dobro znana je vloga CXCR4 in CXCR7 pri razvoju tumorjev. V gliomu npr. CXCL12 
preko CXCR4/CXCR7 signalizacije vpliva na preživetje in angiogenezo GB (Pan in sod., 
2017) ter na aktivacijo signalnih poti kot so fosfoinozitol 3-kinazna (PI3K)/Akt pot, ERK 
1/2 pot, JAK/STAT pot – in dotok Ca2+ ionov, ki skupaj vplivajo na napredovanje GB, 
invazijo celic GB ter odpornost tumorja na uveljavljeno zdravljenje (Bajetto in sod., 2006; 
Zhang in sod., 2012). Izražanje receptorja CXCR4 je pri ljudeh obolelih z rakom povezano 
s povečano metastazo, kar je bilo ugotovljeno tudi za GB (Zlotnik in sod., 2011). Tudi v 
drugih vrstah raka kemokina CXCL8 in CXCL12 vplivata na povečano izražanje VEGF ter 
tako ustvarjata pozitivno povratno zanko. VEGF nadalje vpliva na izločanje večjih 
koncentracij kemokinov, ki spodbujajo angiogenezo (Chow in Luster, 2014). Zato prav 
inhibicija izražanja kemokinov ter njihovih receptorjev zmanjša rast in napredovanje tako 
nizko kot visoko stopenjskih gliomov (Chang in sod., 2016). 
 
Tumorske celice lahko tudi spremenijo izražanje kemokinov, tako da privlačijo 
imunosupresivne celice v tumorsko maso ter omogočijo rast tumorja. Ene izmed takih celic 
so regulatorne T celice (Treg), ki s pomočjo CCL22 in CCL28 zavirajo proti-tumorske 
odgovore. Treg so v bolnikih z rakom povezane s slabšo prognozo (Chow in Luster, 2014). 
V gliomu je za rast tumorja ključen kemokin CCL2, ki privablja Treg in celice mikroglije. 
Treg izražajo CCR4 in zavrejo proti-tumorske odgovore limfocitov, celice mikroglije pa 
izražajo CCR2, ki imajo enako vlogo kot Treg, poleg tega pa izločajo tudi pro-invazivne 
metaloproteinaze (Sciumè in sod., 2010). 
 
2.2.2 Kemokin CCL5 in njegovi receptorji 
 
CCL5 je kemokin, ki ga drugače imenujemo tudi RANTES. Kratica izhaja iz njegovih 
lastnosti, da ga običajno izražajo in izločajo T celice, njegova regulacija pa je pogojena z 
aktivacijo T celic. CCL5 je ligand za receptor CCR5, ki ga izražajo in izločajo T limfociti 
ter monociti, oz. makrofagi. CCL5 s svojo kemotakso usmerja migracijo celic na območja, 
ki so podvržena vnetju (Zhao in sod., 2015).  
 
V GB in drugih vrstah raka, pa CCR5 ni edini receptor za CCL5. CCL5 se veže tudi na 
CCR1 in z nekoliko nižjo afiniteto na CCR3 (Pham in sod., 2012). Pomožni receptorji, na 
katere se veže CCL5, pa so tudi GPR75, CXCR4 in CD44 (Roscic-Mrkic in sod., 2003).  
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Receptor CD44 je glikoprotein na celični površini kot ko-receptor za vezavo zunajceličnih 
komponent, rastnih faktorjev in kemokinov. CD44 posreduje od G-proteina neodvisno pot, 
kjer se na CD44 veže CCL5 kot oligomer, kar povzroči hiperfosforilacijo in aktivacijo 
celic. Temu lahko sledi več različnih odgovorov, kot so proliferacija, apoptoza ali 
sprostitev pro-vnetnih citokinov (Roscic-Mrkic in sod., 2003). V GB je receptor CD44 
povišano izražen. Kemotaksa CCL5 preko CD44 povečuje celično preživetje tako, da 
zavira od kaspaze-3 odvisno celično smrt. Nabor receptorjev, ki se lahko povežejo s 
kemokinom CCL5, nam pove, da lahko en kemokin vpliva na več različnih signalnih poti, 
ki so lahko vključene tako v normalno delovanje organizma, kot tudi v patogenezo (Pan in 
sod., 2017). 
 
Več raziskovalcev je že pokazalo, da je veliko izražanje CCL5 pri raku dojke, prostate, 
raku na debelem črevesu in raku materničnega vratu, povezano s slabšim izidom bolezni za 
bolnika, saj obstajata večja verjetnost in incidenca za napredovanje bolezni in nastanek 
metastaz. CCL5 izražajo in izločajo tako tumorske kot tudi stromalne celice (Borsig in 
sod., 2014). Pri gliomu nizke stopnje CCL5 izločajo mikroglialne celice, kar pomeni, da 
kemokin deluje parakrino na tumorske celice, med tem ko pri gliomu visoke stopnje (gliom 
III. stopnje in GB) te same začnejo izločati CCL5 in tako tudi avtokrino vplivajo na 
povečano proliferacijo, kar zviša njihovo preživetje (Pan in sod., 2017).  
 
2.2.2.1 Receptor CCR5 
 
CCR5 je kemokinski receptor, ki je bodisi na celični membrani ali v citoplazmi. Po svoji 
zgradbi je GPCR, tako kakor tudi drugi kemokinski receptorji (Slika 3). Izražajo ga ne-
aktivirani T-limfociti, ki imajo bodisi spominski ali pa efektorski fenotip, monociti, 
makrofagi in dendritične celice (Oppermann, 2004; Zhao in sod., 2015). Tako kot se CCL5 
veže na več receptorjev, tudi CCR5 veže več endogenih kemokinov: CCL5, makrofagni 
vnetni protein -1α (MIP-1α) ali drugače imenovan CCL3, MIP-1β, oz. CCL4 in monocitni 
kemotaktični protein-2 (MCP-2) ali CCL8 (Tan in sod., 2013). 
 
CCR5 je po svoji zgradbi zelo podoben še enemu kemokinskemu receptorju, tj. CXCR4 
(Tan in sod., 2013). Oba receptorja, CCR5 in CXCR4, sta ključni vstopni mesti na 
različnih imunskih celicah za humani imuno-deficitni virus 1 (HIV-1) (Berger in sod., 
1999). Za namene zdravljenja se uporablja alosterični inhibitor Maraviroc, ki bi lahko bilo 
tudi potencialno zdravilo za druge bolezni s povečanim izražanjem CCR5. Ljudje, ki imajo 
delecijo na genu za CCR5, izražajo manj CCR5, posledično pa so odporni proti infekciji s 
HIV-1, oz. infekcija pri takih osebah napreduje počasneje (Oppermann, 2004). 
 
 
9 
Hrastar B. Vsebnost in vloga kemokina CCL5 in njegovega receptorja CCR5 v glioblastomu multiforme. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
 
 
 
Slika 3: Kemokinski receptor CCR5. 
(A) Na levi strani je transmembranska struktura receptorja CCR5. Sivo obarvan del prikazuje membrano, nad 
njim je izpostavljen zunajcelični del receptorja za vezavo liganda, spodaj pa znotrajcelični del (Oppermann, 
2004). (B) Na desni strani je prikazana 3D struktura receptorja CCR5 (rcsb.org, Berman, 2000). 
 
2.3 MARAVIROC 
 
Maraviroc (MVR) je inhibitor receptorja CCR5, saj s svojo vezavo prepreči vezavo 
ligandov na receptor in ga ohranja v neaktivnem stanju (Tan in sod., 2013). Od leta 2007 je 
registriran kot zdravilo proti HIV; njegovo komercialno ime je Selzentry, ki ga proizvaja 
Pfizer Inc., New York (Kast, 2010). Deluje tako, da prepreči interakcijo med HIV in CCR5 
ter onemogoči nadaljnjo infekcijo (Kast, 2010; Tan in sod., 2013). Zaradi svojih lastnosti, 
bi lahko bil tudi potencialno zdravilo za bolnike z GB. Walker in sod. so pokazali, da 
MVR le v 10 % preide do cerebrospinalne tekočine (Walker in sod., 2008). Učinek se da 
izboljšati z uporabo zdravila metamfetamina, ki začasno olajša prehod snovi skozi krvno-
možgansko bariero (Kast, 2010). 
 
2.4 CCL5/CCR5 KEMOTAKSA 
 
Običajna, oz. kanonična signalna pot, se začne z vezavo kemokina CCL5 na CCR5, ki 
aktivira protein G. Signalna kaskada se nadaljuje z aktivacijo fosfolipaze C in tvorbo 
sekundarnih sporočevalcev, kot so inozitol-1,4,5-trifosfat (IP3), diacilglicerol (DAG) in 
Ca2+ ioni, katerih koncentracija se v citosolu močno poveča, aktivira pa se še protein 
kinaza C (Zhao in sod., 2015). Ta signalizacija regulira celično polarizacijo, adhezijo in 
migracijo T celic (Oppermann, 2004). 
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CCL5/CCR5 kemotaksa je povezana z Akt signalizacijo. V GB je povečano izražen 
kemokin CCL5, ki korelira tudi z mutacijo ali izgubo gena NF1. Produkt gena NF1 je 
nevrofibromin, ki zavira izražanje CCL5 preko supresije Akt/mTOR signalne poti. Če je 
NF1 mutiran, je CCL5 v primerjavi z ne-rakavim možganskim tkivom povišano izražen, 
kar pozitivno vpliva na rast tumorja preko avtokrinega signaliziranja (Pan in sod., 2017). 
CCL5/CCR5 kemotaksa sproži tudi PI3K/Akt signalno pot, ki omogoči migracijo, 
proliferacijo in invazijo celic GB. Nasprotno, inhibitorji PI3K zmanjšajo fosforilacijo Akt, 
kar vodi v zmanjšano proliferacijo (Zhao in sod., 2015). V GB je hipoksija pogost pojav, ki 
vpliva na povišano izražanje receptorja CCR5. V hipoksičnih razmerah je poleg številnih 
signalnih poti povišano izražena tudi matrična metaloproteinaza-9 (MMP-9), ki razgrajuje 
zunajcelični matriks ter tako omogoča invazijo celic GB (Wang in sod., 2016). Visoko 
izražanje receptorja CCR5 je značilno za MES-GB podvrsto, ki korelira tudi s povišanim 
izražanjem p-AKT v vzorcih bolnikov z GB (Zhao in sod., 2015). 
 
Za CCL5/CCR5 signalizacijo je tumorsko mikrookolje zelo pomembno, saj so tam 
limfociti in makrofagi, ki lahko s pomočjo različnih signalov preklapljajo oz. spreminjajo 
svoj fenotip. M1 makrofagi imajo proti-tumorsko aktivnost, medtem ko sprememba 
fenotipa v M2 omogoči izločanje pro-tumorskih dejavnikov in rast tumorja ter tako 
pripomore k malignosti (Chow in Luster, 2014). S tumorjem povezani makrofagi (ang. 
tumor associated macrophages, TAM), so različno prisotni v različnih podvrstah GB, 
največ jih je v MES-GB podvrsti, najmanj pa v C-GB (Ho in Shim, 2017). TAM 
posredujejo imunosupresijo preko CCL5/CCR5 signalizacije in tako napredovanje GB 
(Laudati in sod., 2017). Poleg TAM, imajo pomembno vlogo v tumorogenezi imunske 
celice, imenovane mieloidne supresorske celice (ang. myeloid-derived suppressor cells, 
MDSC), ki so v gliomu vključene v imunsko supresijo, s tem pa olajšajo njegovo rast, 
invazijo in ožiljenost (Ho in Shim, 2017). Tudi MDSC so pod vplivom CCL5/CCR5 
kemotakse. Če v GB primanjkuje avtokrinega kemokina CCL5, potem je nastanek MDSC 
in TAM močno zmanjšan. CCL5/CCR5 kemotakso lahko blokiramo, tudi z uporabo MVR. 
Blokada močno vpliva na spremembo fenotipa makrofagov, ki namesto proti-vnetnih 
dejavnikov, začnejo izražati več pro-vnetnih dejavnikov (Ban in sod., 2017). 
 
Zaradi velike heterogenosti med bolniki z GB tumorjem (inter-tumorska heterogenost), kot 
tudi znotraj tumorja (intra-tumorska heterogenost), je težko interpretirati kompleksne 
interakcije med celicami in signalnimi molekulami (Motaln in sod., 2015). Poznamo tri 
mehanizme signalizacije, v katero sta vključena CCL5 in CCR5. (1) V GB je najpogostejša 
CCL5/CCR5 signalizacija preko kemokinskega receptorja CCR5, ki ga celice GB povišano 
izražajo (Pham in sod., 2012), med tem ko kemokin CCL5 izločajo stromalne celice, kot so 
TAM. Kot že omenjeno se CCR5 v še večjem obsegu izraža v hipoksičnih razmerah, kar 
vodi v povečano invazijo celic GB (Wang in sod., 2016).  
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(2) Druga pot CCL5/CCR5 signalizacije poteka preko izražanja in izločanja CCL5 celic 
GB. CCL5 privablja stromalne celice, npr. makrofage, ki izražajo receptor CCR5. Njegova 
aktivacija lahko vodi v spremembo fenotipa makrofagov, ki začnejo izločati proti-vnetne 
dejavnike in migrirajo v tumorsko tkivo GB (Laudati in sod., 2017). (3) Celice GB lahko 
izražajo tako kemokin CCL5 kot tudi receptor CCR5. S tako avtokrino signalizacijo lahko 
celice same vplivajo še na druge signalne poti, ki omogočajo proliferacijo GB. Avtokrina 
signalizacija s kemokini je značilna za gliome visoke stopnje (GB), še posebej za MES-GB 
podvrsto, kjer stromalne celice nimajo več velike vloge pri regulaciji tumorja, temveč 
celice GB same z izločanjem CCL5 uravnavajo lastno preživetje ter proliferacijo (Pan in 
sod., 2017).  
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
 
Preglednica 2: Seznam laboratorijske opreme. 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
Celični inkubator (37 °C, 5 % CO2) Sanyo 
Celični laminarij Iskra PI0 C – [MaxPro]3 - 
130 
Iskra 
Fluorescentni mikroskop Nikon Eclipse Ti Nikon 
Kamera Nikon LWD 0,52 Nikon 
Mikrotitrski čitalec Synergy HTX Multi-
Mode Reader 
BioTek 
Posode za gojenje celic 25 cm2 Cell culture 
flask 
Corning 
Posode za gojenje celic 75 cm2 Cell culture 
flask 
Corning 
Transwell mikrotitrske plošče (Corning 
Transwell polycarbonate membrane cell 
culture inserts) 
Sigma – Aldrich, Merck 
Sistem za čiščenje vode Milli – Q Direct 
8/16 system 
Milli – Q, Merck 
Spektrofotometer NanoDrop 1000 ThermoFisher Scientific 
Svetlobni mikroskop Nikon Eclipse TS100 Nikon 
 
3.1.2 Kemikalije 
 
Preglednica 3: Seznam uporabljenih kemikalij. 
Kemikalija Proizvajalec 
Antibiotik Pen – Strep 10.000 U/mL Sigma – Aldrich, Merck 
bFGF 20 ng/mL Gibco 
β – merkaptoetanol 48,7 % Promega 
BSA 1 % Sigma – Aldrich, Merck 
B – 27 Gibco 
Difco agar Noble BD Biosciences 
DPBS 10x Gibco 
EGF 20 ng/mL Invitrogen 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 3: Seznam uporabljenih kemikalij. 
Etanol 100 % Merck 
FBS Gibco 
Glutamat (L-glutamin) Sigma – Aldrich, Merck 
Gojišče DMEM/High glucose HyClone GE Healthcare, Fisher Scientific 
Gojišče NBE Gibco 
Hematoksilin Harris modified hematoxylin 
(without Acetic Acid, Mercury free) 
ThermoFisher Scientific 
Heparin 1 U/mL Sigma – Aldrich, Merck 
Kemokin CCL5/ Rantes peptid R&D 
Kozji serum 10 % Sigma – Aldrich, Merck 
Kristal vijolično 0,1 % Sigma – Aldrich, Merck 
Ksilen Chem – Lab NV 
Maraviroc 10 mM/1 mL Selleckchem 
Matrigel Becton Dickinson 
Metanol 100 % Honeywell 
Na-citrat Merck 
Reagent DMSO Honeywell 
Reagent MTT Thiazolyl Blue Tetrazolium 
Bromide 
Sigma – Aldrich, Merck 
Tripan modro 0,4 % Sigma – Aldrich, Merck 
Tripsin 0,25 % Trypsin – EDTA (1x) Gibco 
Tween 20 Merck 
Vklopni medij ProLong Gold antifade 
reagent 
Invitrogen, ThermoFisher Scientific 
Vodikov peroksid 30 % Merck 
 
3.1.3 Celične linije 
 
3.1.3.1 U-373 
 
U-373 je komercialna celična linija (Sigma – Aldrich), izolirana iz človeškega 
glioblastoma, podvrsta astrocitom, kar prepoznamo tudi v njeni astrocitni morfologiji. Ena 
izmed lastnosti celic je, da so hitro rastoče in adherentne, tj. da se pritrjajo na podlago 
(Sigma – Aldrich, 2019). 
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Slika 4: Morfologija komercialne celične linije U-373 (Sigma – Aldrich). 
3.1.3.2 Primarne celične linije GB 
 
Primarne celične linije GB smo vzpostavili iz vzorcev tumorskega tkiva bolnikov z GB, po 
postopku opisanem v poglavju 3.2.2. 
 
 
Slika 5: Morfologija primarnih celičnih linij GB. 
Primarne celične linije GB, slikane z invertnim mikroskopom pri 20x povečavi. Skala predstavlja 100 µm. 
 
3.1.4 Tkivne rezine GB 
 
Tkivne rezine GB bolnikov so pripravili na Inštitutu za patologijo, Medicinska fakulteta, 
Univerza v Ljubljani. 
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3.1.5 Protitelesa 
 
Preglednica 4: Seznam uporabljenih protiteles. 
Protitelo Proizvajalec 
Kunčje primarno protitelo proti CCR5 
ab65850 
Abcam 
Kunčje sekundarno protitelo W401B Promega 
Mišje primarno protitelo proti CCL5 
ab52562 
Abcam 
Mišje sekundarno protitelo W402B Promega 
Nevtralizacijski peptid za CCR5 ab192862 Abcam 
 
3.2 METODE 
 
3.2.1 Gojenje celic GB 
 
Primarne celične linije GB smo gojili v posodah za gojenje celic (T25 cm2, T75 cm2) v 
gojišču DMEM pri 37 °C, v atmosferi nasičeni z vlago in 5 % CO2. Ko so celice zavzele 
približno 80 % razrast po površini posode za gojenje celic, smo jih precepili. Delo s 
celicami je potekalo v strogo sterilnih razmerah. 
 
3.2.1.1 Odmrzovanje in precepljanje celic 
 
Kriovijalo s primarno celično linijo smo vzeli iz -80 °C in jo hitro segreli na sobno 
temperaturo. Celice smo odpipetirali v novo posodico za gojenje celic (T25) in dodali 6 
mL gojišča DMEM. Ko so celice prerastle 80 % površine posode za gojenje celic, smo 
najprej odsesali medij in nato celice sprali s 6 mL 1x PBS. Dodali smo 2 mL tripsina in 
posodo za gojenje celic postavili za nekaj minut v inkubator na 37 °C, da so se adherentne 
celice odlepile od podlage. Dodali smo enako količino gojišča tj. 2 mL, da smo inaktivirali 
encimsko delovanje tripsina. Celično suspenzijo smo prenesli v centrifugirko in 
centrifugirali 3 min pri 1.000 rpm. 
 
3.2.1.2 Štetje celic 
 
Pri centrifugiranju je nastal pelet celic, zato smo tekočinsko zmes nad peletom odstranili s 
stripeto in pelet resuspendirali v 1 mL gojišča. Za štetje celic smo v mikrocentrifugirki 
zmešali 50 µL celične suspenzije in 50 µL barvila Tripan modro ter približno 30 µL 
nanesli na Neubauerjevo števno komoro. S svetlobnim mikroskopom smo prešteli vse žive 
celice v dveh kvadrantih. Žive celice so tiste, ki niso obarvane, mrtve pa Tripan modro 
obarva, saj je zaradi poškodovane celične membrane porušen selektivni transport in barvilo 
prehaja skozi membrano. Koncentracijo celic v 1 mL smo izračunali po enačbi (1): 
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𝑁 = 𝑁′ ÷ 2 × 𝑑𝑓 × 10.000                         … (1) 
N…število celic v 1 mL 
N'…število preštetih celic 
df…faktor redčenja 
 
3.2.1.4 Zamrzovanje celic 
 
Za zamrzovanje celic smo najprej pripravili gojišče za zamrzovanje celic. Gojišču DMEM 
smo dodali 10 % DMSO, ki preprečuje nastanek kristalov in 10 % FBS. Celice smo v 
posodi za gojenje tripsinizirali, celično suspenzijo prenesli v centrifugirko in centrifugirali 
5 min pri 1.000 rpm. Supernatant smo odstranili in peletu celic (približno 106 celic) dodali 
1 mL gojišča za zamrzovanje celic. Celično suspenzijo smo prenesli v kriovijalo in 
zamrznili na -80 °C. 
 
3.2.1.5 Fiksacija celic na stekelca 
 
Po tripsinizaciji celic smo prenesli celično suspenzijo v centrifugirko in centrifugirali 3 
min pri 1.000 rpm, odstranili supernatant ter resuspendirali celični pelet v 1 mL gojišča 
DMEM. Določen volumen celic (100.000 celic) smo prenesli v mikrocentrifugirko in 
dodali gojišče do 1 mL. Celično suspenzijo smo nato prenesli na superfrost objektno 
stekelce, ki je namenjeno shranjevanju pri zelo nizkih temperaturah (-20 °C ali -80 °C) ter 
s pipeto razporedili celično suspenzijo do robov stekelca. Da smo ohranili sterilnost, smo 
stekelce postavili v sterilno petrijevko in inkubirali pri 37 °C 24 h, da so se celice pritrdile 
in razrastle. Naslednji dan smo celice fiksirali. Kot fiksativ smo uporabili tekoči 4 % PFA, 
ki je nežen do celic in lepo ohranja strukture. Stekelca v petrijevkah smo vzeli iz 
inkubatorja, odlili odvečni medij in stekelca postavili v stekleno stojalo za fiksacijo. V 
stekleno posodico s stojalom smo nalili PBS za spiranje, odlili in spiranje še dvakrat 
ponovili. Nato je delo potekalo v digestoriju, kjer smo v stekleno posodico nalili 4 % PFA 
in inkubirali 7 min. Po inkubaciji smo stekelca s pinceto vzeli iz fiksativa in jih pustili, da 
se posušijo. Posušena stekelca smo shranili v škatli za stekelca na -20 °C. 
 
3.2.1.6 Celični pelet 
 
Po tripsinizaciji celic smo prenesli celično suspenzijo v centrifugirko in jih centrifugirali 3 
min pri 1.000 rpm, da je nastal celični pelet. Medij s tripsinom smo s stripeto odstranili in 
dodali 1 mL 1x PBS. S pipeto smo pelet resuspendirali in prenesli v 1,5 mL 
mikrocentrifugirko. Nato smo celice centrifugirali 4 min pri 10.000 rpm, s pipeto odstranili 
PBS in celični pelet shranili na -20 °C. 
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3.2.2 Priprava vzorcev bolnikov z GB 
 
Po operaciji bolnika z GB smo takoj dobili dve epruveti s krvjo in tkivni vzorec tumorja. 
Dobljeno kri in tkivo smo ustrezno obdelali po protokolih, ki so jih zastavili sodelujoči na 
projektu Trans-Glioma, obdelane vzorce pa nato shranili v biobanko, oz. »gliobanko« na 
Nacionalnem inštitutu za biologijo. Operacije izvajajo na kliničnem oddelku za 
nevrokirurgijo, UKC Ljubljana. 
 
Vzorec tumorskega tkiva smo s skalpelom odrezali, dali v kriovijalo in zamrznili na -80 
°C. Preostalo tkivo smo razrezali na čim manjše koščke za nadaljnjo obdelavo. 
 
Za vzpostavitev primarne celične linije smo 1 mL suspenzije z večjim koščkom tkiva 
prenesli v 1 vdolbinico na plošči s 6 vdolbinicami, dodali še 2 mL gojišča DMEM, 0,2 mL 
rastnega faktorja FBS in ploščo postavili v inkubator. Ko so celice prerastle 80 % celotne 
površine, smo jih precepili najprej v manjšo (T25), nato pa v večjo posodo za gojenje celic 
(T75). 
 
3.2.3 Izolacija mRNA, DNA in proteinskega ekstrakta iz tkiva GB in celičnih linij GB 
 
Za izolacijo mRNA, DNA in proteinov iz tkiva GB in celičnih linij GB smo uporabili 
komercialni komplet (AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kit, Qiagen) in priložena navodila 
za izolacijo. Pred začetkom izolacije smo si pripravili RLT pufer tako, da smo 1 mL 
komercialnemu RLT pufru dodali 10 µL β-merkaptoetanol (β –ME). Iz gliobanke, kjer so v 
tekočem dušiku na -192 °C shranjeni vsi pridobljeni vzorci bolnikov z GB, smo vzeli 
željene vzorce tkiv in jih stehtali. Od celotnega tkiva smo odrezali približno 40-70 mg 
težak košček in ga postavili v 1,5 mL mikrocentrifugirko na led. Vzorcu smo dodali 600 
µL RLT pufra in 30 s homogenizirali s homogenizatorjem ter homogenat postavili na led, 
saj bi se pri daljšem homogeniziranju tkivo preveč segrelo, s tem pa bi uničili RNA. 
Homogenizirali smo tolikokrat, dokler ni bilo več koščkov tkiva. Enako smo peletu 
celičnih linij GB dodali 300 µL RLT lizatnega pufra in s pipeto celični pelet raztopili. 
Dobljeni lizat smo centrifugirali 3 min pri 100.000 rpm, nato pa supernatant s pipeto 
prenesli v novo 2 mL centrifugirko z DNA kolono oz. membrano kamor se veže samo 
DNA. Ponovno smo 30 s centrifugirali pri 100.000 rpm. DNA kolono smo shranili na 
sobni T za poznejšo izolacijo DNA. 
 
3.2.3.1 Izolacija proteinskega ekstrakta 
 
Dobljeni zbirni tekočini iz predhodnega centrifugiranja smo dodali 430 µL 100 % EtOH in 
s pipeto dobro premešali. 700 µL vzorca smo prenesli na kolono za izolacijo RNA, 
centrifugirali 15 s pri 10.000 rpm ter dobljeno zbirno tekočino prenesli v 
mikrocentrifugirko za kasnejšo izolacijo proteinov in jo postavili na led.  
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Na kolono smo dodali 700 µL RW1 pufra in centrifugirali 15 s pri 10.000 rpm ter dobljeno 
zbirno tekočino zavrgli. Na kolono smo dodali 500 µL RPE pufra, centrifugirali 15 s pri 
10.000 rpm, zbirno tekočino zavrgli ter še enkrat dodali 500 µL RPE pufra, centrifugirali 2 
min pri 10.000 rpm ter zopet zbirno tekočino zavrgli. RNA kolono smo prenesli v novo 2 
mL mikrocentrifugirko, centrifugirali 1 min pri 10.000 rpm ter mikrocentrifugirko z zbirno 
tekočino zavrgli. RNA kolono smo nato prenesli v novo 1,5 mL mikrocentrifugirko, dodali 
50 µL vode brez RNaze direktno na membrano kolone ter centrifugirali 1 min pri 10.000 
rpm. 
 
3.2.3.2 Obarjanje proteinov 
 
V mikrocentrifugirko s proteini smo dodali 1.000 µL APP pufra, premešali in inkubirali 10 
min pri sobni T. Zmes smo centrifugirali 10 min pri 10.000 rpm in odstranili supernatant. 
Peletu smo dodali 500 µL 70 % EtOH, centrifugirali 1 min pri 10.000 rpm in odstranili 
supernatant. Pelet smo sušili v digestoriju približno 10 min, oz. dokler ni izhlapela vsa 
tekočina, nato dodali 200 µL ALO pufra in ga raztopili s pipetiranjem. Proteine smo 
denaturirali tako, da smo mikrocentrifugirko s proteini inkubirali 5 min pri temperaturi 95 
°C. Zatem smo centrifugirali 1 min pri 100.000 rpm, supernatant prenesli v novo 
mikrocentrifugirko in shranili na -20 °C.  
 
3.2.3.3 Izolacija DNA 
 
DNA kolono smo postavili v novo mikrocentrifugirko in dodali 500 µL AW1 pufra. 
Centrifugirali smo 15 s pri 10.000 rpm ter zbirno tekočino v mikrocentrifugirki zavrgli. 
Nato smo dodali 500 µL AW2 pufra, centrifugirali 2 min pri 10.000 rpm ter centrifugiranje 
ponovili za popolno odstranitev pufra. DNA kolono smo prenesli v novo 1,5 mL 
mikrocentrifugirko in dodali 50 µL EB pufra, ki smo ga predhodno segreli v mikrovalovni 
pečici do 70 °C in zatem inkubirali 2 min. Centrifugirali smo 1 min pri 10.000 rpm, 
ponovno dodali 50 µL segretega EB pufra, inkubirali 2 min in centrifugirali 1 min pri 
10.000 rpm. V dobljeni zbirni tekočini je bila DNA. 
 
3.2.3.4 Merjenje koncentracije RNA in DNA 
 
Koncentracijo RNA in DNA vzorcev smo pomerili na spektrofotometru. Spektrofotometer 
je povezan z računalnikom, na katerem je program NanoDrop 1000 V3.8.1 za odčitavanje 
vrednosti. Za merjenje vsebnosti RNA smo kot kontrolo uporabili posebej prečiščeno MQ 
vodo, za merjenje vsebnosti DNA pa EB pufer. Na nosilec smo s pipeto kanili približno 1 
µL vzorca (ena kapljica), čezenj dali ročico in program na računalniku nam je izpisal 
koncentracijo RNA oz. DNA v vzorcu (ng/µL) ter razmerje med valovnimi dolžinami: 
A260/280 in A260/230, ki nam povedo, kako čist je vzorec. Vzorce v mikrocentrifugirkah 
smo shranili na -20 °C. 
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3.2.4 PCR v realnem času 
 
Metoda verižna reakcija s polimerazo v realnem času je nadgradnja metode PCR, saj 
detektor zaznava nastajajoče produkte že med samo reakcijo. S to metodo zmanjšamo 
možnost okužbe, krajši pa je tudi postopek določanja nastalih produktov. S kvantitativnim 
PCR v realnem času (qPCR-RT) dobimo veliko število kopij produktov. 
 
3.2.4.1 Priprava vzorcev in reverzna transkripcija 
 
Najprej smo preverili kvaliteto naših RNA vzorcev na poliakrilamidnem gelu. 
 
Sledila je reverzna transkripcija. RNA vzorce smo kuhali 5 min pri 85 °C in centrifugirali 
30 s pri 100.000 rpm. Nato smo v mikrocentrifugirko pripravili reakcijsko mešanico master 
mix za vse vzorce RNA iz komercialnega kompleta (High-Capacity RNA-to-cDNA Kit, 
ThermoFisher Scientific) po naslednjem vrstnem redu: 
- 2,5 µL 10x RT pufer, 
- 1 µL 25x dNTP mix, 
- 2,5 µL 10x primerji, 
- 1,25 µL inhibitor RNAz, 
- 4 µL DEPC voda, 
- 1,25 µL multiscribe RT (dodali smo jo tik preden smo reakcijsko mešanico zmešali 
z vzorcem). 
Za vsak vzorec smo v 0,2 mL mikrocentrifugirke za PCR po vrsti dodali: 
- ustrezna količina DEPC vode (redčitev do 1 µg vzorca RNA), 
- 12,5 µL reakcijska mešanica master mix, 
- ustrezna količina vzorca RNA (1 µg RNA). 
Mikrocentrifugirke smo centrifugirali 30 s pri 100.000 rpm in jih postavili v napravo 
GeneAmp PCR system 9700. Nastavili smo PCR program. 
Preglednica 5: PCR program za reverzno transkripcijo. 
Temperatura Čas Število ciklov 
25 °C 10 min 1 
37 °C 10 min 
4 37 °C 10 min 
37 °C 10 min 
37 °C 1 min 1 
4 °C ∞ 1 
 
Po končani reakciji smo vzorce prenesli v nove 1,5 mL mikrocentrifugirke in do nadaljnje 
uporabe shranili na -20 °C. 
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3.2.4.2 Preamplifikacija RNA 
 
Zaradi majhne količine naših vzorcev je bilo najprej potrebno izvesti pomnoževanje 
vzorcev RNA. Pripravili smo mešanice sond, tj. genov, za katere smo želeli preveriti kako 
močno se izražajo v posameznih vzorcih. Med sondami smo uporabili tudi hišne gene, to 
so geni, za katere vemo, da se izražajo v glioblastomu in so nam služili kot kontrola. 
Pripravili smo še mešanico vzorcev, ki smo jo uporabili za umeritveno krivuljo. Vzorce 
cDNA smo 5x redčili z vodo brez nukleaz v mikrotitrski plošči s 96 vdolbinicami. Ploščo 
smo vorteksirali, centrifugirali in shranili na 4 °C. Nato smo v 1,5 mL mikrocentrifugirki 
pripravili reakcijsko mešanico master mix za vse vzorce: 
- 5 µL TATAA PreAmp MasterMix (Fluidigm), 
- 1 µL mešanica sond in vzorcev, 
- 2 µL voda brez nukleaz. 
V novo mikrotitrsko ploščo s 96 vdolbinicami smo odpipetirali 8 µL reakcijske mešanice 
master mix in dodali 2 µL vzorca cDNA. Ploščo smo vorteksirali, centrifugirali, dali v 
napravo za preamplifikacijo T100 Thermal Cycler, Bio-Rad in nastavili program: 
Preglednica 6: PCR program za preamplifikacijo. 
Temperatura Čas Število ciklov 
95 °C 1 min 1 
95 °C 15 s 
14 60 °C 2 min 
72 °C 1 min 
72 °C 5 min 1 
 
Po končani preamplifikaciji smo ploščo postavili na led in shranili na -80 °C do 
naslednjega dne. 
 
3.2.4.3 PCR 
 
Ploščo s pomnoženimi vzorci smo vzeli iz -80 °C in vzorce 10x redčili s MQ vodo tako, da 
smo jim dodali 81 µL MQ vode. Ploščo smo vorteksirali in centrifugirali. Na novo 
mikrotitrsko ploščo s 96 vdolbinicami smo na levo polovico plošče odpipetirali 6 µL 
nanašalnega reagenta (Fluidigm Sample & Assay Loading Reagent Kit – 10IFCS) in 6 µL 
posamezne sonde. V 1,5 mL mikrocentrifugirki smo pripravili reakcijsko mešanico pre-
mix za vzorce: 
- 3,5 µL Fast probe Master mix (Biotium), 
- 0,4 µL DNA nanašalni reagent (Fluidigm). 
Na desno polovico iste mikrotitrske plošče smo odpipetirali 3,9 µL reakcijske mešanice 
pre-mix in dodali 3,2 µL vzorca cDNA, vorteksirali in centrifugirali. 
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 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
  Sonde Vzorci           
A 1 2 3     A St 5x  St 25x 7 5x 7 25x 14 5x 14 25x 
B 4 5 6     B St 125x St 625x 8 5x 8 25x 15 5x 15 25x 
C 7 8 9     C 1 5x 1 25x 9 5x 9 25x 16 5x 16 25x 
D 10 11 12     D 2 5x 2 25x NTCpreamp NTCqPCR 17 5x 17 25x 
E 13 14 15     E 3 5x 3 25x 10 5x 10 25x 18 5x 18 25x 
F 16 17 18     F 4 5x 4 25x 11 5x 11 25x 19 5x 19 25x 
G 19 20 21     G 5 5x 5 25x 12 5x 12 25x 20 5x 20 25x 
H 22 23 24     H 6 5x 6 25x 13 5x 13 25x 21 5x 21 25x 
Slika 6: Shema mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami s sondami in vzorci. 
V vdolbinicah 1-3, A-H so po vrsti nanesene sonde, v vdolbinicah 7-12, A-H pa vzorci. St je oznaka za 
standard, ki smo ga nanesli v štirih različnih redčinah (5x, 25x, 125x in 625x redčitev). NTCpreamp 
predstavlja kontrolo za reakcijo preamplifikacije RNA, NTCqPCR pa predstavlja kontrolo za reakcijo qPCR. 
V ostalih vdolbinicah so nanešeni vzorci z zaporedno številko v paralelkah, z različnima redčinama (5x ali 
25x redčitev). 
 
Čip, na katerem je v nadaljevanju potekala reakcija (48.48 Dynamic Array: Gene 
expression chip, Fluidigm), smo »kalibrirali«, tako da smo v dve stranski odprtini injicirali 
posebno olje, ga položili v napravo IFC Controller, Fluidigm in pritisnili tipko »Prime«. Po 
kalibraciji čipa, smo iz mikrotitrske plošče prenesli 4 µL vsake sonde in vzorca na čip z 
večstopenjsko pipeto. Če je bil v kakšni luknjici mehurček, smo ga prepikali z iglico, saj bi 
bila v nasprotnem primeru reakcija neuspešna. Čip smo nato postavili v napravo IFC 
Controller, Fluidigm in pritisnili tipko »Load Mix«, da so se na sredini čipa sonde in vzorci 
zmešali. 
 
 
Slika 7: Čip, 48.48 Dynamic Array: Gene expression chip, Fluidigm. 
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Med mešanjem sond in vzorcev na čipu, smo pripravili napravo Biomark HD, Fluidigm, 
tako da smo vnesli imena naših vzorcev in sond, nastavili program za PCR in počakali, da 
se je aparatura ohladila na -5 °C. Čip smo nato položili v napravo in zagnali program. Po 
končani reakciji smo pridobljene podatke analizirali v prosto dostopnem programu 
quantGenius, ki so ga razvili na Nacionalnem inštitutu za biologijo. 
 
3.2.5 Imunohistokemija in imunocitokemija 
 
Z imunohistokemijo in imunocitokemijo smo preverili vsebnost CCL5 in CCR5 na tkivnih 
rezinah GB oz. fiksiranih celicah GB na proteinskem nivoju. Parafinske tkivne rezine na 
stekelcih so pripravili na Inštitutu za patologijo, Medicinske fakultete, Univerze v 
Ljubljani po njihovem standardnem postopku. 
 
3.2.5.1 Deparafinizacija in rehidracija parafinskih rezin 
 
Ker so tkivne rezine na stekelcih vpete v parafin, smo najprej tkiva deparafinizirali s 
ksilenom, saj parafin preprečuje dostop protiteles do epitopov. Stekelca smo v digestoriju 
potopili v kadičke z raztopinami po naslednjem vrstnem redu: 
- Ksilen (3 min) 
- Ksilen (3 min) 
- 100 % EtOH (3 min) 
- 96 % EtOH (3 min) 
- 70 % EtOH (3 min) 
- dH2O (3 min) 
Od tu naprej se stekelca niso smela več posušiti, saj bi to vplivalo na povečanje 
nespecifične vezave protiteles in ozadje. 
 
3.2.5.2 Izpostavitev antigenov za reaktivnost s protitelesi 
 
Stekelca s čašo smo potopili v vnaprej pripravljen citratni pufer in kuhali v pufru 30 min. 
Med kuhanjem se zaradi izparevanja nivo pufra niža, zato smo ga morali dodajati, da so 
bila stekelca ves čas pokrita s tekočino. Čašo s pufrom smo ohladili na sobni temperaturi 
(kakšnih 20 min), stekelca vzeli iz pufra in jih dali stresati v dH2O za 5 min na sobni T. 
 
3.2.5.3 Blokiranje aktivnosti endogenih peroksidaz 
 
V tem koraku blokiramo vse endogene peroksidaze, ki so v celicah, saj bi sicer te reagirale 
z DAB substratom in bi tako dobili lažno pozitivne rezultate. Stekelca smo inkubirali 30 
min pri sobni T v predhodno pripravljeni 3 % raztopini H2O2/metanola ter jih nato dvakrat 
spirali na stresalniku v PBS po 5 minut na sobni T. 
 
23 
Hrastar B. Vsebnost in vloga kemokina CCL5 in njegovega receptorja CCR5 v glioblastomu multiforme. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
 
 
3.2.5.4 Blokiranje nespecifične vezave protiteles 
 
Stekelca smo previdno obrisali in okoli tkiva s DAKO flomastrom označili lokacijo tkiva. 
DAKO flomaster je hidrofoben in preprečuje, da bi se v nadaljevanju tekočinska zmes 
razlila izven območja tkiva. Ker je lahko rakotvoren, smo z njim delali v digestoriju. Na 
tem koraku smo tudi začeli imunocitokemijo, zato smo na stekelca s celicami čvrsto 
pritrdili nalepko z luknjicami skozi katere smo v nadaljevanju dodajali in odstranjevali 
reagente. Na stekelca smo nanesli pufer za blokado, in sicer 200 µL na tkivo in 50 µL na 
celice ter inkubirali 1 h pri sobni T. Pufer za blokado vsebuje serum, ki je enakega izvora 
kakor sekundarno protitelo. Serumski proteini se namreč vežejo na endogene 
imunoglobuline in tako preprečijo, da bi se v nadaljevanju nanje vezala sekundarna 
protitelesa in dala lažne pozitivne rezultate. Po inkubaciji smo stekelca potresli ob 
brisačko, da smo pufer za blokado odstranili, oz. iz stekelc s celicami pufer odpipetirali. 
 
3.2.5.5 Inkubacija s primarnimi protitelesi 
 
Tako na tkivu kakor tudi na celicah nas je zanimala prisotnost kemokina CCL5 in 
njegovega receptorja CCR5. Mišje primarno protitelo proti CCL5 (komercialno ime 
Rantes, Abcam ab52562) smo redčili s pufrom za redčenje protiteles v razmerju 1:100, 
kunčje primarno protitelo proti CCR5 (Abcam ab65850) pa smo redčili v razmerju 1:25. 
Za kontrolo smo uporabili epitop nevtralizacijskega peptida za CCR5 (Abcam ab192862), 
ki smo ga redčili v razmerju 1:5. Na tkivno rezino smo nanesli 200 µL redčenega 
primarnega protitelesa, oz. 50 µL na celice. Za negativno kontrolo na celicah smo dodali 
pufer za redčenje protiteles. Inkubacija je potekala čez noč v komori za ohranjanje 
vlažnosti na 4 °C. Naslednji dan smo stekelca spirali dvakrat po 5 min v PBS ob stresanju 
na sobni T. Stekelca s celicami pa smo spirali tako, da smo s pipeto trikrat dodali in 
odvzeli PBS skozi vsako luknjico na nalepki. 
 
3.2.5.6 Inkubacija s sekundarnimi protitelesi 
 
Odvečni PBS smo okoli tkiva popivnali in dodali sekundarno protitelo. Za CCL5 smo 
uporabili kozje proti mišje protitelo (Promega W402B), za CCR5 in CCR5 s peptidom pa 
kozje proti kunčje (Promega W401B) sekundarno protitelo. Obe protitelesi sta konjugirani 
s hrenovo peroksidazo, redčili pa smo ju v razmerju 1:200 s pufrom za redčenje protiteles. 
Na stekelca s tkivnimi rezinami smo dali 200 µL, na stekelca s celicami pa 50 µL 
sekundarnega protitelesa. Sledila je eno urna inkubacija v komori za ohranjanje vlažnosti 
na sobni T. Po inkubaciji smo stekelca dvakrat po 5 min spirali s PBS ob stresanju na sobni 
T. Stekelca s celicami smo spirali tako, da smo s pipeto trikrat dodali in odvzeli PBS skozi 
vsako luknjico na nalepki. 
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3.2.5.7 Barvanje rezin z DAB substrat testom 
 
Stekelca smo okoli tkiva obrisali z brisačko in dodali 200 µL raztopine DAB direktno na 
tkivno rezino in 50 µL na stekelca s celicami. 1x raztopino DAB smo pripravili iz DAB 
substrata in DAB kromogena v razmerju 1:20, ki sta sestavna dela komercialnega kompleta 
DAB substratnega kita (Abcam ab64238). DAB raztopina je namreč substrat za hrenovo 
peroksidazo, ki je vezana na sekundarno protitelo, zato po encimski reakciji nastane rjavo 
obarvan produkt. Po 10 min inkubaciji na sobni T smo iz stekelca s celicami odstranili 
nalepko in skupaj s tkivnimi rezinami stekelce dvakrat po 5 min spirali v destilirani vodi 
ob stresanju na sobni T. 
 
3.2.5.8 Barvanje jeder s hematoksilinom 
 
Stekelca smo obrisali z brisačko okoli tkiva, oz. celic in nanesli raztopino hematoksilina 
(Pierce 36000), redčeno s PBS v razmerju 1:1. Hematoksilin obarva jedra modro. 
Inkubirali smo 1 min na sobni T, nato pa stekelca 5x sprali s tekočo vodo in jih nazadnje še 
potopili v dH2O za 10 min. 
 
3.2.5.9 Dehidracija in priprava stekelc za mikroskopsko analizo 
 
Stekelca smo potopili v razrečine alkohola v obratnem vrstnem redu kakor v točki 3.2.5.1, 
v vsako razrečino za 3 min in postopek zaključili z dvema raztopinama ksilena, v vsaki po 
2 min. Stekelca smo obrisali in na vsako kanili 1-2 kapljici vklopnega medija ProLong 
Gold antifade reagent (Invitrogen) ter čez medij položili krovno stekelce. Stekelca smo čez 
noč sušili v digestoriju, shranili na sobni T in na fluorescentnem mikroskopu z 10x ter 20x 
povečavo analizirali proteinsko izražanje CCL5 in CCR5 na tkivnih rezinah in v celicah. 
Končno mnenje o izražanju je podal patolog Jernej Mlakar, dr. med. 
 
3.2.6 Vrednotenje celičnega preživetja s testom MTT 
 
MTT test je enostavna in natančna kvantitativna kolorimetrična metoda za določanje 
števila celic. MTT ali 1-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil tetrazolijev bromid je rumena 
vodotopna substanca, ki jo metabolno aktivne celice s mitohondrijsko sukcinat 
dehidrogenazo pretvorijo v vijoličaste nevodotopne kristale formazana. Kristali so topni v 
DMSO in podobnih organskih topilih. 
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             MTT                               MTT formazan 
Slika 8: Strukturna formula spojine MTT in njenega formazanskega produkta. 
MTT test smo izvedli na primarni celični liniji bolnika št. 2 in celični liniji U-373. Celice 
smo nacepili v vdolbinice na mikrotitrski plošči s 96 vdolbinicami, in sicer 5.000 celic/200 
µL ter jih inkubirali preko noči na 37 °C. Nato smo celice izpostavili naraščajočim 
koncentracijam inhibitorja CCR5 Maraviroca in jih inkubirali 48 h na 37 °C. Celično 
preživetje smo ovrednotili tako, da smo po inkubaciji v vsako vdolbinico odpipetirali 20 
µL reagenta MTT (končna koncentracija je bila 0,5 mg/mL), inkubirali 3 h na 37 °C, nato 
pa z večstopenjsko pipeto odstranili vse gojišče in dodali 200 µL DMSO, ki je raztopil 
nastale kristale formazana. Absorbanco raztopine smo izmerili pri valovnih dolžinah 570 
nm in 690 nm. Končno vrednost smo dobili tako, da smo absorbanco pri 690 nm, ki je 
absorbanca ozadja, odšteli od absorbance pri 570 nm. Celično preživetje smo izračunali po 
naslednji enačbi (2): 
 
Celično preživetje (%) = (Avzorčne celice / Akontrolne celice) x 100                                ... (2) 
Avzorčne celice, Akontrolne celice ... končni vrednosti absorbance formazana za posamezno 
koncentracijo. 
 
3.2.7 Test invazivnosti celic 
 
Zmožnost invazije celic GB smo preverili na 2D modelu s štetjem celic, ki so prešle skozi 
8 µm pore v Boydenovih kamricah. Najprej smo v kamrice, ki jih vstavimo v vdolbinice na 
mikrotitrski plošči s 24 vdolbinicami, nanesli 50 µL 0,5 mg/mL komercialnega izven 
celičnega matriksa Matrigel in počakali, da se je strdil. Matrigel posnema zunajcelično 
tumorsko okolje, zato otežuje celicam enostaven prehod skozi 8 µm pore, ki so na dnu 
vsake kamrice. V vsako vdolbinico smo dali 300 µL gojišča DMEM ter v določene še 300 
ng/mL kemokina CCL5. Na Matrigel smo dodali 10.000 celic bolnika št. 2 v 100 µL 
gojišča DMEM brez rastnega faktorja FBS ter po spodnji shemi (Slika 9) v določene 
kamrice dodali še inhibitor receptorja CCR5 Maraviroc s končno koncentracijo 10 µM. Za 
kontrolo smo vzporedno naredili test migracije celic tako, da v kamrice nismo dodali 
Matrigela. 
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Zgoraj GB C GB C + MG GB C + MG 
+ MVR 
GB C + MG GB C + MG + 
MVR 
Spodaj DMEM + 
FBS + CCL5 
DMEM + FBS DMEM + 
FBS 
DMEM + FBS 
+ CCL5 
DMEM + 
FBS + CCL5 
Slika 9: Načrt poskusa invazije. 
Posamezni stolpec prikazuje vdolbinico na mikrotitrski plošči s 24 vdolbinicami, kaj smo dali v kamrico 
spodaj in kaj zgoraj. V poskusu smo uporabili primarno celično linijo bolnika št. 2, kar je označeno z GB C v 
zgornjem delu kamrice. V spodnji del smo dodali rekombinantni peptid CCL5 (300 ng/mL) in v zgornji 
CCR5 inhibitor Maraviroc (MVR, 10 µM). MG označuje Matrigel, DMEM + FBS pa gojišče DMEM z 
dodanim FBS. 
Mikrotitrsko ploščo smo inkubirali 48 h na 37 °C. Po inkubaciji smo iz kamrice z vatirano 
palčko odstranili gojišče s tistimi celicami, ki niso prešle skozi membrano in kamrice 
dvakrat sprali s 1x PBS. Na spodnji strani kamrice smo celice fiksirali tako, da smo 
kamrice potopili v metanol za 15 min. Kamrice smo dvakrat spirali s 1x PBS, celice, ki so 
prešle skozi membrano pa obarvali s kristal vijoličnim. Kamrice smo potopili v 0,05 % 
raztopino kristal vijoličnega in jih inkubirali 15 min ter nato sprali s 1x PBS. Membrane s 
porami smo izrezali iz kamric s skalpelom ter jih s spodnjo stranjo navzdol položili na 
objektno stekelce ter prekrili s krovnim stekelcem. Vijolično obarvane celice smo prešteli s 
pomočjo svetlobnega mikroskopa. 
 
3.2.7.1 Statistična analiza 
 
Dobljene podatke smo statistično analizirali s programom GraphPad Prism 5 z uporabo 
Studentovega obojestranskega t-testa. Za statistično pomembno različne vzorce med 
dvema skupinama podatkov (med kontrolo in izpostavljenimi vzorci) smo ovrednotili tiste 
vzorce, pri katerih je bil p<0,05, kar je na sliki 15 označeno z *.  
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4 REZULTATI 
 
4.1 IZRAŽANJE GENOV KEMOKINA CCL5 IN RECEPTORJA CCR5 V TUMORSKIH 
TKIVIH GB IN CELICAH GB 
 
Na genskem nivoju smo določili izražanje genov CCL5 in CCR5 v tumorskih tkivih GB in 
celicah GB z uporabo PCR v realnem času in analizirali dobljene podatke s prosto 
dostopnim programom quantGenius, ki so ga razvili na Nacionalnem inštitutu za biologijo. 
 
 
Slika 10: Relativno izražanje mRNA za (A) kemokin CCL5 in (B) receptor CCR5 v GB. 
Izražanje mRNA genov kemokina CCL5 in receptorja CCR5 smo določili na vzorcih ne-rakavega 
možganskega tkiva, tkivnih vzorcih GB in celicah GB s pomočjo metode PCR v realnem času. Vrednosti 
mRNA smo normalizirali na dva hišna gena HPRT1 in GAPDH ter analizirali s programom quantGenius. 
n= število vzorcev; NB= ne-rakavo možgansko tkivo; gliom I-II= gliomi I. in II. stopnje: pilocitni astrocitom, 
difuzni astrocitom, oligodendrogliom in oligoastrocitom; gliom III= gliomi III. stopnje: anaplastični 
astrocitom, anaplastični oligodendrogliom, anaplastični oligoastrocitom; GB (gliom IV)= glioblastom 
multiforme, gliom IV. stopnje; GB P= ponovljen glioblastom multiforme; GB celice= primarne 
glioblastomske celice, izolirane iz tumorskih vzorcev bolnikov. Statistično pomembna razlika med ne-
rakavim možganskim tkivom in preostalimi vzorci gliomov je označena s ** p<0,005, oz. *** p<0,001. 
 
Vse stopnje glioma (I-II, III in GB) povišano izražajo CCL5 in CCR5 v primerjavi z ne-
rakavim možganskim tkivom (NB) (Slika 10). Med NB in GB opazimo statistično 
pomembno razliko v izražanju gena CCL5 (p=0,003) in CCR5 (p=0,002). Povišano 
izražanje v primerjavi z NB opazimo tudi pri ponovljenem GB (GB P), kjer je statistično 
pomembna razlika tako pri izražanju gena CCL5 (p=0,0008), kot tudi CCR5 (p=0,0003). 
Primarne celične linije GB izražajo več kemokina CCL5, kot receptorja CCR5 (Slika 10), 
kar smo pokazali tudi na proteinskem nivoju (Poglavje 4.2.2).  
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4.2 IZRAŽANJE PROTEINOV KEMOKINA CCL5 IN RECEPTORJA CCR5  
 
Na proteinskem nivoju smo določali izražanje kemokina CCL5 in receptorja CCR5 z 
uporabo imunohistokemije na tumorskih rezinah bolnikov. 
 
4.2.1 Tumorsko tkivo GB 
 
Preglednica 7: Klinični in histološki podatki bolnikov z glioblastomom. 
Številka 
bolnika 
Starost 
(leta) 
Spol  Preživetje po 
operaciji* 
(meseci) 
Diagnoza Nekroza** Ožiljenost** Karnofsky 
vrednost 
*** (%) 
Bolnik 2 54 M 10 GB da da 80 
Bolnik 5 61 M 8 GB ne da 80 
Bolnik 8 51 M 6 GB ne da 100 
Bolnik 9 67 M 9 GB ne ne 80 
M= moški, GB= glioblastom multiforme 
* Preživetje po operaciji: od dneva operacije do dneva smrti bolnika. 
** Nekroza in ožiljenost sta bili ocenjeni kot da ali ne, takoj po prihodu vzorca v laboratorij. 
*** Karnofsky vrednost je lestvica, ki opisuje stanje bolnikove zmogljivosti pred operacijo, izražena v %. 80-
100 %: normalna aktivnost in zmožnost dela, ne potrebuje posebne oskrbe; 50-70 %: ni zmožen normalne 
aktivnosti, potrebuje pomoč in zdravniško oskrbo; 0-40 %: ni zmožen skrbeti zase, nujna hospitalizacija. 
 
Dobljene vzorce tumorjev bolnikov smo označili s številkami glede na zaporedne operacije 
bolnikov v obdobju med marcem 2018 in marcem 2019 (Preglednica 7). Tkivne rezine 
tumorjev so nam pripravili na Inštitutu za patologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v 
Ljubljani. Posredovali so nam tudi rezine ne-rakavega možganskega tkiva (NB 1 in NB 2), 
ki smo jih uporabili za kontrolo. Na sliki 11 rjava obarvanost, ki je nastala kot produkt 
encimske reakcije med hrenovo peroksidazo na sekundarnem protitelesu in DAB 
substratom, prikazuje prisotnost kemokina CCL5 in receptorja CCR5 na tumorskih rezinah 
bolnikov. Za kontrolo specifičnosti smo uporabili epitop nevtralizacijskega peptida za 
CCR5, kjer rjave obarvanosti ni zaznati. Določili smo intenziteto izražanja kemokina 
CCL5 in receptorja CCR5 ter opredelili njuno lokalizacijo v tumorskih celicah GB. 
 
Med vsemi vzorci ima bolnik št. 8 največji delež izražanja receptorja CCR5, tj. 20 %, 
bolnik št. 2 le 5 %, ostali glioblastomski vzorci pa izražanja nimajo. Vzorec ne-rakavega 
možganskega tkiva NB 1 receptorja CCR5 nima izraženega. V vzorcu NB 2 je CCR5 
izražanje 40 %. V vseh izraženih celicah je CCR5 v citoplazmi. Tudi kemokin CCL5 je 
najbolj izražen pri bolniku št. 8, tj. v 70 % vseh celic; ta je v citoplazmi astrocitov, 20-30 
% vseh celic izraža CCL5 pri bolniku št. 5, ki pa je ne le v citoplazmi, ampak tudi zunaj 
celično. Kemokin CCL5 se v vzorcih ne-rakavega možganskega tkiva izraža močneje, kot 
receptor; v vzorcu NB 1 je v 20 % vseh celic, pri NB 2 v 40 % vseh celic.  
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Tako receptor CCR5, kot tudi kemokin CCL5 sta v citoplazmi astrocitov. Celice bolnika št. 
9 ne izražajo CCR5, ne CCL5 (Slika 11 in Preglednica 8). 
 
 
Slika 11: Vsebnost proteinov CCL5 in CCR5 v tumorskih tkivih GB. 
Parafinske rezine tumorjev bolnikov, slikane z invertnim mikroskopom pri 20x povečavi. Analiza izražanja 
CCL5 in CCR5 z imunohistokemijo, kjer sta pozitivno izražena proteina označena z rjavo barvo (DAB 
substrat). P označuje nevtralizacijski peptid. Jedra so označena z modro (hematoksilin). Skala predstavlja 100 
µm. 
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Preglednica 8: Kvantitativno izražanje in lokalizacija kemokina CCL5 in receptorja CCR5 na tkivih 
GB. 
 
Receptor CCR5 Kemokin CCL5 
Vzorec 
tkiva 
Intenzivnost 
barvanja 
Delež 
pozitivnih celic 
Lokalizacija Intenzivnost 
barvanja 
Delež 
pozitivnih celic 
Lokalizacija 
Bolnik 2 1 1 C 0 0 / 
Bolnik 5 0 0 /  1 1 C, Z 
Bolnik 8 1 1 C 2 3 C 
Bolnik 9 0 0 / 0 0 / 
NB 1 0 0 / 2 1 C 
NB 2 1 2 C 2 2 C 
Intenzivnost barvanja: 0= ni obarvanja, 1= najmanjše, 2= srednje, 3= največje obarvanje 
Delež pozitivnih celic: 0 % = 0; 1–33 % = 1; 34–66 % = 2; 67–100 % = 3 
Lokalizacija: M: membranski, J: jedrni, C: citoplazemski, Z: zunaj celični 
 
 
4.2.2 Celice GB 
 
Proteinsko izražanje kemokina CCL5 in receptorja CCR5 smo preverili v fiksiranih 
primarnih celičnih linijah, dobljenih iz bolnikov in v glioblastomski celični liniji U-373 z 
imunocitokemijo. Slika 12 prikazuje rezultate, kjer smo kot negativno kontrolo celice 
inkubirali brez primarnih protiteles, prisotnost CCL5 in CCR5 pa označuje rjava 
obarvanost, ki je posledica encimske reakcije med hrenovo peroksidazo na sekundarnem 
protitelesu in DAB substratom. 
 
Podobno, kakor na tumorskih rezinah, največ CCR5 izražajo primarne celice, dobljene iz 
tumorja bolnika št. 8, ki imajo srednje visoko izražanje, nizko izražanje pa imajo primarne 
celice bolnika št. 2 in bolnika št. 5. Preostale primarne celične linije ne izražajo receptorja. 
Primarne celice iz tumorja bolnika št. 8 izražajo visok delež kemokina CCL5. V primarnih 
celicah izoliranih iz tumorja bolnika št. 5 je analiza pokazala srednje visoko izražanje 
CCL5. V celicah izoliranih iz bolnika št. 1 in 2 pa je bilo izražanje kemokina nizko. Na 
primarni celični liniji, dobljeni iz bolnika št. 3 in celični liniji U-373 nismo opazili 
izražanja receptorja CCR5 in kemokina CCL5. Specifičnost izražanja CCR5 smo pokazali 
z nevtralizacijskim peptidom (CCR5 +P) (Slika 12 in Preglednica 9). 
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Slika 12: Vsebnost kemokina CCL5 in receptorja CCR5 v primarnih celicah GB in celični liniji U-373. 
Celice, fiksirane s 4 % PFA, slikane z invertnim mikroskopom pri 20x povečavi. Analiza izražanja CCL5 in 
CCR5 z imunocitokemijo, kjer sta proteina označena z rjavo barvo (DAB substrat), jedra so označena z 
modro (hematoksilin). Skala predstavlja 100 µm. 
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Preglednica 9: Kvantitativno izražanje kemokina CCL5 in receptorja CCR5 v primarnih celicah GB. 
Vir celic bolnika Receptor CCR5 Kemokin CCL5 
Bolnik 1  - + 
Bolnik 2  + + 
Bolnik 3  - - 
Bolnik 5  + + + 
Bolnik 8  ++ +++  
U-373  - -  
+++ Visoko izražanje tarče  
++ Srednje visoko izražanje tarče  
+ Nizko izražanje tarče  
- Ni izražanja tarče 
 
4.3 AKTIVNOST KEMOKINA CCL5 IN RECEPTORJA CCR5 V CELICAH GB 
 
Biološko vlogo CCL5/CCR5 interakcije v celicah GB smo določili z analizo vpliva 
inhibicije interakcije na preživetje in invazijo celic GB. Interakcijo CCL5 in CCR5 smo 
inhibirali z uporabo antagonista Maraviroc (MVR), ki s svojo alosterično vezavo blokira 
vezavo ligandov na receptor CCR5 in inhibira aktivacijo receptorja (Tan in sod., 2013). 
 
4.3.1 Vpliv inhibicije CCL5/CCR5 interakcije na preživetje celic GB 
 
Vpliv inhibitorja CCR5, s komercialnim imenom Maraviroc (MVR), na celično preživetje 
(primarne celice GB iz bolnika št. 2, U-373) smo preverili z MTT testom. Celice GB smo 
izpostavili naraščajočim koncentracijam MVR, od 0,1 µM do 50 µM raztopine MVR 
(Slika 13A, 13B). Celice, ki predstavljajo kontrolo, niso bile v stiku z MVR. Koncentracija 
0 predstavlja vpliv topila, tj. celice, ki so bile izpostavljene le DMSO topilu, v katerem je 
pripravljen MVR. Rdeča črtkana črta predstavlja 80 % preživetje celic, oz. 20 % inhibicijo 
preživetja celic GB. Tako pri celicah, izoliranih iz bolnika št. 2, kot pri U-373 celicah, 
nismo izmerili statistično pomembne inhibicije celičnega preživetja. MVR tudi pri 
najvišjih koncentracijah nima vpliva na GB celično preživetje (Slika 13). 
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Slika 13: Vpliv Maraviroca (MVR) na celično preživetje (A) primarne celične linije bolnika št. 2 in (B) 
celične linije U-373. 
Celično preživetje smo analizirali z MTT testom, po 48 urni izpostavitvi celic MVR (0-50 µM). MVR smo 
pripravili v 0,5 % DMSO topilu, ki predstavlja kontrolo pri 0 µM MVR. Posamezen stolpec predstavlja tri 
biološke ponovitve z ocenjeno standardno napako. 
 
4.3.2 Vpliv inhibicije CCL5/CCR5 interakcije na invazijo celic GB 
 
Vpliv inhibicije CCL5/CCR5 interakcije na GB celično invazijo (celice GB iz tumorja 
bolnika št. 2) z MVR smo preverili z 2D modelom celične invazije. Uporabili smo 
Boydenove kamrice z 8 µm porozno membrano in komercialni izven celični matriks 
Matrigel. Celice smo za 48 h izpostavili 10 µM MVR, kar ni imelo vpliva na zmanjšanje 
invazije celic GB (Slika 15, prvi in drugi stolpec). Ob dodatku kemoatraktanta, 
rekombinantnega CCL5 (300 ng/mL) se invazija celic GB, glede na kontrolo, statistično 
pomembno poveča (p=0,02) (Slika 14 in Slika 15, tretji stolpec). Ko celicam poleg 
kemokina CCL5 dodamo še anatagonist CCR5 – MVR, se invazija celic GB statistično 
pomembno zmanjša na nivo kontrolne vrednosti (p=0,03) (Slika 14 in Slika 15, četrti 
stolpec). 
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Slika 14: Inhibicija interakcije kemokin/receptor CCL5/CCR5 z MVR na invazijo celic GB. 
Število invazivnih celic GB preko 8 µm porozne membrane in Matrigela v Boydenovih kamricah, izoliranih 
iz tumorja bolnika št. 2, po 48 h izpostavitvi MVR (10 µM) in CCL5 (300 ng/mL). Celice GB so obarvane z 
modro (kristal vijolično barvilo), slikane z invertnim mikroskopom pri 4x povečavi. 
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Slika 15: MVR vpliva na invazijo celic GB z inhibicijo povezave med CCL5 in CCR5. 
Celice GB, izolirane iz tumorja bolnika št. 2, smo za 48 h izpostavili 10 µM MVR in 300 ng/mL kemokina 
CCL5. Invazijo celic GB smo preverili z 2D modelom skozi Boydenove kamrice, na katerih je bila 8 µm 
porozna membrana prekrita z Matrigelom. Invazijo celic GB smo opredelili s štetjem s kristal vijoličnim 
obarvanih celic GB, ki so se razširile skozi Matrigel in porozne membrane. Vrednosti invazije (%) celic GB 
smo normalizirali na delež invazije kontrolnih celic, ki predstavlja 100 %. Podatki predstavljajo tri biološke 
ponovitve, z ocenjeno standardno napako. Statistično pomembna razlika med kontrolo in izpostavljenimi 
vzorci je označena s *p<0,05. 
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5 RAZPRAVA 
 
Kemokini so kemotaktični citokini, ki vplivajo na številne procese pri normalnem 
delovanju človeka, kot tudi v patogenezi. V biologiji raka so ene izmed ključnih signalnih 
molekul, saj jih izražajo in izločajo tako tumorske kakor tudi stromalne celice, kemotaksa 
med njimi pa vpliva na zaviranje imunskega sistema, preživetje tumorskih celic, njihovo 
proliferacijo in invazijo ter metastaziranje (Borsig in sod., 2014). Izredno pomembno vlogo 
imajo tudi v angiogenezi tumorjev, ki pomeni slabo prognozo za preživetje bolnikov. V 
glioblastomu multiforme (GB), ki je najpogostejši in najbolj maligen tumor v centralnem 
živčnem sistemu, lahko veliko število kemokinov vpliva na rast tumorske mase in širjenje 
v bližje možgansko tkivo. Te lastnosti otežujejo popolno kirurško odstranitev primarnega 
GB, poleg tega pa tudi nadaljnjo standardno zdravljenje, saj v večini primerov ne prepreči 
ponovitve GB tumorja (Sciumè in sod., 2010). 
 
Zaradi problema neuspešnega zdravljenja GB je bil namen magistrskega dela preučiti in 
določiti prisotnost ter funkcionalnost kemokina CCL5 in njegovega receptorja CCR5 v GB 
tumorjih in celicah GB in vitro. Glede na dosedanje raziskave smo si postavili dve 
hipotezi: (1) da se bo izražanje CCL5 in CCR5 v različnih stopnjah glioma med seboj 
razlikovalo in (2) da bo dodatek antagonista receptorja CCR5 zmanjšal invazijo in/ali 
preživetje primarnih celic GB. 
 
Več raziskovalnih skupin je že pokazalo, da sta kemokin CCL5 (Pan in sod., 2017) in 
njegov receptor CCR5 (Kouno in sod., 2004; Zhao in sod., 2015) v GB povišano izražena. 
Povišano izražanje CCL5 vpliva na AKT/mTOR signalno pot, ki zmanjša apoptozo celic 
GB in poveča njihovo preživetje (Pan in sod., 2017). Povišano izražanje CCR5 pa je 
povezano z aktivacijo delovanja, to je povečanim izražanjem fosforilirane oblike p-AKT. 
Ta pot je vpletena v proliferacijo in invazijo celic GB in posledično agresivno širjenje 
tumorja v okolje, kar pa pomeni tudi slabšo prognozo za bolnika (Zhao in sod., 2015). V 
nalogi smo zato želeli tudi sami določiti ter preučiti vlogo CCL5 in CCR5 na vzorcih GB. 
 
Na osnovi statistične analize mRNA izražanja genov smo ugotovili, da se izražanje 
kemokina CCL5, kot tudi njegovega receptorja CCR5, s stopnjo glioma, to je napredovanje 
glioma v glioblastom, povečuje. S tem smo potrdili našo hipotezo, da se bo obseg izražanja 
CCL5 in CCR5 razlikoval glede na stopnjo glioma. Pan in sod. (2017) so pokazali, da v 
gliomu nizke stopnje CCL5 deluje na tumorske celice kot parakrini signal, saj ga izločajo 
celice iz tumorskega mikrookolja (mikroglialne celice, astrociti, itd.). V gliomu visoke 
stopnje (maligni gliom in GB) pa tudi tumorske celice same izločajo CCL5 in s tem 
avtokrino vplivajo na povečano proliferacijo ter zvišajo preživetje tumorskih celic (Pan in 
sod., 2017). Pokazali smo, da se v primerjavi z ne-rakavim tkivom oz. normalnim 
možganskim tkivom (NB) v GB kemokin CCL5 izrazito povišano izraža.  
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Tudi na proteinskem nivoju se v dveh vzorcih GB (bolnik št. 5 in 8), CCL5 izraža (bolnik 
št. 5), oz. povišano izraža (bolnik št. 8), najdemo pa ga tako znotrajcelično v citoplazmi 
astrocitov, kot tudi zunajcelično, kjer narekuje kemotakso. Izražanje kemokina CCL5 smo 
opazili pri obeh vzorcih ne-rakavega možganskega tkiva, pri NB 2 pa tudi izražanje CCR5. 
Ker so kemokini vpleteni v različna patogena stanja (Baggiolini, 2001), predvidevamo, da 
je bilo pri bolniku NB 2, ki sicer ni imel GB, prisotno drugo bolezensko stanje, ki 
vključuje višje izražanje CCL5 in CCR5, kot je npr. alzheimerjeva bolezen, kjer je znano, 
da sta tako CCL5 kot CCR5 vpletena pri nastanku amiloidnih plakov (Guedes in sod., 
2018). V celicah GB vsekakor opazimo višje izražanje gena CCL5 v primerjavi z NB, kar 
smo pokazali tudi na proteinskem nivoju, kjer sta primarni celični liniji GB, izolirani iz 
bolnika št. 5 in 8, srednje oz. visoko izražali CCL5, kar nakazuje na avtokrino signalizacijo 
delovanja CCL5. 
 
Receptor CCR5 je v GB povišano izražen glede na NB tako na genskem kot tudi 
proteinskem nivoju, kar so pokazali tudi Zhao in sod. (2015) na stotih vzorcih bolnikov z 
gliomom. Visoko izražanje CCR5 je vplivalo na rast tumorja ter končno tudi na krajše 
preživetje bolnikov z GB (Zhao in sod., 2015). CCR5 izražajo tako tumorske celice kot 
tudi stromalne celice. Kot že omenjeno, lahko celice GB izražajo in izločajo CCL5 in 
CCR5 ter z avtokrino signalizacijo samostojno uravnavajo preživetje (Pan in sod., 2017), 
lahko pa gre za parakrini signal, kjer celice GB z izraženim CCR5 sledijo kemotaksi CCL5 
pozitivnih stromalnih celic ter tako prodirajo v bližnje možgansko tkivo (Wang in sod., 
2016). Pogosto CCR5 izražajo stromalne celice, ki jih privabljajo tumorske celice z 
izločanjem CCL5 v tumorsko tkivo, kjer potem z izločanjem proti-vnetnih dejavnikov 
zavirajo imunski sistem (Laudati in sod., 2017). Avtokrino in parakrino signaliziranje 
CCL5 in CCR5 v napredovanem GB vodi med drugimi dejavniki k slabi prognozi bolnikov 
z GB. V primerjavi z ostalimi raziskovalnimi skupinami (Zhao in sod., 2015; Wang in 
sod., 2016), primarne celice GB, ki smo jih analizirali, izražajo manj CCR5, iz česar 
sklepamo, da CCR5 v teh vzorcih GB izražajo bolj stromalne celice, torej da gre za 
heterotipske celične interakcije. 
 
Pogostost ponovitve GB je pri bolnikih zelo visoka (van Linde in sod., 2017). Na 
ponovitev vpliva več dejavnikov in lastnosti GB, med drugim tudi ne dovolj učinkovito 
zdravljenje primarnega tumorja zaradi primarno dveh vzrokov. (1) Prisotnost na terapijo 
odpornih gliomskih matičnih celic (GSC), ki imajo sposobnost samo-obnove in 
diferenciacije (Liebelt in sod., 2016), (2) tumorske celice, ki so bolj diferencirane, pa 
zaradi heterogene klonalne evolucije tumorja, ki jo povzročajo nove mutacije, tvorijo 
heterogeno tumorsko maso (Qazi in sod., 2017). V tej nalogi smo kot prvi določili gensko 
izražanje kemokina CCL5 in njegovega receptorja CCR5 tudi na vzorcih bolnikov s 
ponovljenim GB. Statistična analiza mRNA je pokazala, da sta tako CCL5 kakor tudi 
CCR5 močno povišano izražena v primerjavi s primarnimi GB.  
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Sklepamo, da je v ponovljenem GB CCL5/CCR5 kemotaksa predvsem posledica avtokrine 
signalizacije, kjer tumorske celice same vplivajo na svoje preživetje in proliferacijo. To je 
hkrati tudi eden od vzrokov bolj agresivnih lastnosti, ter na terapijo odpornih ponovljenih 
GB (Pan in sod., 2017). 
 
Za celice GB velja, da so zelo invazivne in posamično ali pa zaporedno prodirajo v 
okoliško možgansko tkivo. Znano je, da vezava kemokina CCL5 na receptor CCR5, sproži 
signalno pot preko kinaz PI3K/Akt, v nadaljnji signalni poti, ki vodi v indukcijo 
transkripcijskih faktorjev, pa pospeši tudi proliferacijo in/ali invazijo celic GB (Zhao in 
sod., 2015). Vpliv CCL5/CCR5 na invazijo GB smo dokazali v primarni celični liniji GB, 
izolirani iz bolnika št. 2, ki ima izražen kemokin CCL5 in v večji meri receptor CCR5. 
Specifičnost delovanja CCL5/CCR5 signalne poti v celicah GB smo dokazali z uporabo 
CCR5 antagonista Maraviroca (MVR). Ta s svojo vezavo na CCR5 prepreči vezavo CCL5 
in se v kliniki uporablja kot zdravilo, ki prepreči vstop virusa HIV v CD4+ T celice (Tan in 
sod., 2013). MVR ne vpliva na samo preživetje celic GB, kljub izražanju in vezavi na 
CCR5. U-373 celična linija, ki ne izraža CCR5, je bila uporabljena kot kontrola. MVR 
deluje inhibitorno na CCR5, ne pa tudi na sam CCL5, ki se lahko veže še na druge 
receptorje in na ta način različno vpliva na končne lastnosti celic. Med drugim na receptor 
CD44, ki je lahko v celicah GB povišano izražen ter preko njega celice GB z avtokrinim 
signaliziranjem povečajo lastno preživetje (Pan in sod., 2017). Zhao in sod. (2015) so 
pokazali, da je eksogeni CCL5 ključni dejavnik proliferacije GB celičnih linij U87 in U251 
(Zhao in sod., 2015). To pa ne poteka preko CCL5/CCR5 signalne poti, kot smo dokazali 
pri naših poskusih s specifično inhibicijo CCR5. MVR torej ni vplival na preživetje celic 
GB. Dokazali pa smo, da MVR inhibira invazijo celic GB in s tem potrdili predhodne 
raziskave, ki so jih opravili Zhao in sod, (2015). Kot dodatek smo uporabili rekombinantni 
CCL5, ki privlači celice GB z izraženim receptorjem CCR5, to pa poveča migracijo in 
invazijo celic GB. 
 
Za razumevanje proliferacije in invazije tumorjev je pomembno tudi tumorsko 
mikrookolje, ki vsebuje normalne celice možganov kot so astrociti, nevroni in mikroglialne 
celice ter celice, ki infiltrirajo v tumorsko maso, kot so celice imunskega sistema, limfociti 
in makrofagi. Tudi mikroglialne celice in makrofagi izražajo CCL5 in CCR5 (Pham in 
sod., 2012). Pham in sod. so z uporabo Met-CCL5, ki je dvojni antagonist receptorjev 
CCR1 in CCR5, blokirali vezavo CCL5 na CCR1 in CCR5, ki sta izražena na makrofagih. 
Met-CCL5 je zmanjšal rast tumorja in preprečil migracijo makrofagov, kar kaže na to, da 
igra CCR5 vlogo v infiltraciji makrofagov v tumorsko maso (Pham in sod., 2012). Uporaba 
obeh spojin, MVR in Met-CCL5, bi potencialno bolj učinkovito zavirala več procesov v 
GB in omejila razrast ter širjenje tumorja. 
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6 SKLEPI 
 
V magistrski nalogi smo določili izražanje kemokina CCL5 in njegovega receptorja CCR5 
ter preučili njuno funkcijo v GB tumorjih in celicah GB. Znano je, da je povišano izražanje 
obeh molekul povezano s slabšo prognozo bolnikov z GB, saj CCL5/CCR5 kemotaksa 
vpliva na proliferacijo in invazijo tumorskih celic. Na podlagi predstavljenih rezultatov 
lahko sklepamo: 
 
 Izražanje kemokina CCL5 in njegovega receptorja CCR5 se povečuje s stopnjo 
glioma. CCL5 in CCR5 sta v GB povišano izražena. 
 Kemokin CCL5 in receptor CCR5 sta v vzorcih ponovljenega GB povišano 
izražena. 
 Primarne celice GB, izolirane iz tumorjev bolnikov, različno izražajo CCL5 in 
CCR5. 
 Inhibitor receptorja CCR5 Maraviroc ne vpliva na preživetje celic GB. 
 Inhibitor receptorja CCR5 Maraviroc zmanjša invazijo celic GB, ki jo inducira 
kemokin CCL5. 
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